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\ (54) Title: WATER-SOLUBLE ANTIBIOTIC COMPRISING AN AMINO SUGAR, IN THE FORM OF A POLYSACCHARIDE 
; CONJUGATE 

! (54) Bezeicnnung: WASSERLOSLICHES, ETNEN AMTNOZUCKER AUFWETSENDES ANTIBIOTIKUM IN FORM EINES 
j POLYSACCHAREDKONJUGATS 



= (57) Abstract: The invention relates to novel pharmaceutical forms for antibiotics containing amino sugar, amphotericin.B, daunont- 
~~ ~ bicin and doxorubicin, in which the known side effects are reduced and which can be used in a simple manner. The andmycotic 
agent B is nephrotoxic. The cytostatic agents daunorubicin and doxorubicin are highly cardiotoxic. The novel pharmaceutical forms 
are antibiotic-starch conjugates, wherein the antibiotic is combined with the polysaccharide at the reducing end thereof by means of 
a peptide bond. According to the invention, said bond is.carried out by means of J 2 -oxidation of the starch derivative at the reducing 
*^ end thereof in an aqueous alkaline solution, and by coupling the starch derivative oxidised thereby to the antibiotic in an organic 
solution. The conjugates obtained are less toxic. The polysaccharide part can be decomposed by serum-cc-amylase and the peptide 
^ bond can be accessed by an enzymatic attack, 
t- 

(57) Zusammeufassung: Es solltenneue Arzneitormenflirdie aminozuckerhaltigen Antibiotika Amphotericin B, Daunorubicin und 
§ Doxorubicin bereitgestellt warden, bej weichen diebekanntenNebenwirkungen reduziert und wejche unlwmpJmert anwendbar sind. . 
~— ~ Das Antimykotikutn Amphotericin B ist nephrotoxisch. Die Cytostatika Daunorubicin und Doxorubicin sind stark kardiotoxisch. 
2 Die neuen Araneiformen sind Antibiotika-Starke-Konjugate, wobei das Antibiotikum mit dem Polysaccharid an dessen reduzie- 

rendem Ende' liber eine Peptidbindung verknilpft ist. Verfahretistnassig erfolgt diese Bindung ttber ^Oxidation des Stiirkederivats 
^ an seinem reduzierenden Ende in wassriger alkalischer Losung und anschliessender Kopplung des so oxidierten Stiirkederivats an 

das Antibiotikum in organischer Losung. Die erhaltenen Konjugate sind weniger toxisch. Der Polysccharid-Anteil ist durch Se- 
^ rum-cc-Amylase abbaubar und die Peptidbindung ejnem enzymatiscben Angriff zuganglich. 
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WasserlosHches, einen Aminozucker aufweisendes Antibiotikum in Form eines 
Polysaccharid konjugats 

Dje vorliegende Erfindung betrifft wasseriosliche, oral oder parenteral applizierbare 
Zubereitungen von einen Aminozucker aufweisenden Antibiotika in Form, eines Konjugats 
mit einem Polysaccharid auf Basis von Starke oder Starkederivaten, insbesondere 
Hydroxy ethyl starke und Hydroxypropylstarke, sowie ein Verfahren zu deren kostengiinstiger 
Herstellung in hoher Ausbeute. Besonders bevorzugt als Polysaccharid ist 
Hydroxyethylstarke. Als Antibiotika mit einem Aminozucker kommen insbesondere 
Amphotericin B, Daunorubicin und Doxorubicin in Betracht, welche allesamt eine 
Aminogruppe in C,-Position des Amionozuckeranteils aufweisenl 

Die aminozuokerhaltigen Antibiotika Amphotericin B, Daunorubicin und Doxorubicin finden 
in der Therapie breite Anwendung und stellen oft das Mittel der Wahl dar, obwohl sie'teils' 
gravierende Nebenwirkungen zeigen. Amphotericin B wird iiberwiegend parenteral appliziert, 
Daunorubicin und Doxorubicin mttssen zwingend i.v. verabreicht werden. 

Amphotericin B ist ein aus Streplomyces nodosus isoliertes Polyen- Antibiotikum. Chemisch 
handelt es sich um ein makrocyclisches Lacton (Makrolid) mit 7 konjugierten 
Doppelbindungen in all-trans-Konfiguration innerhalb eines 38-gliedrigen Lactonrings, an 
welchen uber eine O-glykosidische Bindung der Aminozucker D-Mycosamin gebunden ist. 
Amphotericin B ist amphoter und besitzt lipophile und hydrophile Regionen im-Molekul, 
welche es befahigen, mit den in der Cytoplasmamembran von Pilzen enthaltenen Sterolen . 
Komplexe zu bilden, was zu einer Storung der Zellpermeabilitat fuhrt. Da 
Bakterienmembranen keine Sterole enthalten, ist die antibiotische Wirkung von Amphotericin 
B selektiv gegen Pilze gerichtet. 
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Wegen des breiten Wirkungsspektrums von Amphotericin B, das praktisch alle 
menschenpathogenen Pilze umfafit, ist es fur eine systemische Behandlung mykotischer 
Infektionen beim Menschen das Mittel der Wahl. Insbesondere bei Patienten, deren 
Immunsystem beeintrachtigt ist, wie z.B. bei HIV- oder Krebs-Patienten, hat die Behandlung 
der dam it einhergehenden invasiven Pilzinfektionen in den letzten Jahren stark zugenommen. 

Andererseits ist jedoch der Einsaz von Amphotericin B mit teils ziemlich massiven 
Nebenwirkuhgen verbunden, Bei generalisierten Mykosen und Organmykosen wird 
Amphotericin B i.v. appliziert, ublicherweise mit einer taglichen Dosis von 0,5 bis 0,7 mg/kg 
Korpergewicht. Da aber die VertrSglichkeit von Amphotericin B von Patient zu Patient 
unterschiedlich ist, mufi die Dosierung individuell eingestellt bzw. angepaBt werden. Daruber 
hinaus bendtigen Patienten mit geschwachtem Immunsystem meist hdhere Doseh a!s Oblich, 
z.B. taglich 1 mg/kg Kdrpergewicht, die bei schwie'rigen Verlaufsformen - sofern vertraglich - 
bis zu 1,5 mg/kg gesteigert werden kdnnen. Die parenteral Anwendungsdauer kann sich 
dabei von einigen Wochen bis zu mehreren Monaten hinziehen. 

Im Laufe einer parenteralen Behandlung kommt.es dann gewohnlich zu in'fusionstypischen 
Reaktionen, wie z.B. Fieber, Erbrechen und Schiittelfrost, die gewohnlich symtomatisch 
behandelt werden, so daii eine Unterbrechung der Infusionsbehandlung nicht erforderlich ist. 
Weit schwerwiegender sind jedoch die oftmals auflretenden Leber- und insbesondere 
NierenfunktionsstGrungen. So fallt etwa zu Beginri einer Therapie die glomerulare 
Filtrationsrate stets um etwa 40% ab, Bei der Mehrzahl der Behandelten bleibt sie uber die 
gesamte Therapiedauer hinweg erniedrigt. Entsprechend steigen Kreatinin im Serum und 
Hamstoff im B hit an. Gelegentlich sind sogar iiber die Therapiedauer hinaus irreversible 
SchSdigungen zu beobachten. Nach zwei- bis dreiwoc.higer Therapie tritt auch haufig Anamie 
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auf, die zu Hamatoktit-Werten von 25 bis 30% fuhren kann. Die Blutbildveranderungen sind 
jedoch in der Kegel nach Beendigung der Therapie wieder voll reversibel. 

Wegen seiner Toxizitat und Nebenwirkungen solSte Amphotericin B daher nur bei 
iebensbedrohlichen Umstanden verabreicht werden. Andererseits stellt es jedoch bei den 
durch Storungen des Immun systems - z.B. bei AIDS oder nach Organtransplantationen - 
auftretenden Mykosen haufig das einzig wirksame Mittel dar. 

Trotz hydrophiler Domanen innerhalb des Moiekiils weist Amphotericin als ganzes . 
ausgepragte hydrophobe Eigenschaften auf, so daB es im physiologischen pH-Bereich in 
Wasser praktisch unloslich ist. Selbst in organischen Losungsmitteln ist es nur schwer loslich. 
Daher sleiten die derzeitigen Handelspraparate relativ kompliziert aufgebaute Arzneiformen 
dar, weiche mit zusatzlichen Nachteilen behaftet sind. Mit einem geeigneten 
LosungsYennittler, wie z.B. Na-Desoxycholat, laBt sich die Ldslichkeit in Wasser erhohen. So 
liegt z.B. das zur Infusion vorgesehene Originatorpraparat von BRISTOL-MYERS SQUIBB 
(in Deutschland unter der Handelsbezeichnung "Amphotericin B" erhalthch) als 
Trockensubstanz vor, weiche in Wasser rekonstituiert werden muB und dann als mizellare 
Dispersion von Amphotericin B und Na-Desoxychoiat in Wasser vorliegt. Urn eine 
appl'ikationsfertvge Infusionslosung zu erhalten, kann die so erhaltene StammlSsung nur noch 
mit elektrolytfreien Tragerlosungen, wie z.B. einer 5% Glucosel6sung, bis zur erwiinschten 
Endkonzentration verdunnt werden. 

Dieses Praparat weist zudem einen nur geringen therapeuttschen Index, auf, d.h. das Fenster 
zwischen effektiver und toxischer Dosis ist sehr schmal. Daruber hinaus ist, trotz des relativ 
breiten Wirkungsspektrums von Amphotericin B, dieses Praparat bei bestimmten 
Kj m ankheitsbildern wenig effektiv, weii die Wirksubstanz den Ort der mykottschen Infektion 
nicht oder nur in zu kleinen Konzentrationen erreicht, so daB Amphotericin B dort seine 
ciiarakteristische antifungals Wirkung nicht oder nur unzureichend entfalten kann. 

Um diese Nachteile des Originatorpraparats zu uberwinden, wurde eine Reihe von 
Amphotericin B-Praparaten entwickelt, weiche Lipid-Formulierungen darstellen, z,B. 
Lipidkomplexe mit Amphotericin B, kolloide Dxspersionen von Cholesterylsulfat mit 
Amphotericin B und liposomal verpacktes Amphotericin B. Alle diese Arzneiformen weisen 
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zwar einen grSCeren therapeutischen Index und eine hohere Vertraglichkeit, insbesondere eine 
geringere Nephrotoxizitat im Vergleich mit einer herkdmmlichen Amphotericin B- 
Desoxycholat-Formuiierung auf, weshalb sie auch in hoheren Dosen verabreicht werden 
kdnnen, dennoch lassen sich bei hohen Dosen dieoben beschriebenen Nebenwirkungen nicht 
ganz vermeiden. 

Ein gravierender Nachteil sotcher Lipidformulierungen von Amphotericin B ist jedoch in den 
sehr hohen Herstellungkosten und den damit verbundenen HandeSspreisen zu sehen, Dariiber 
hinaus miissen diese kompHzierten Arzneifotmen bis zu ihrer apphkationsfertigen Form nach 
wie vor in umstandlicher Weise rekonstituiert werden. Nicht zuletzt wegen ciieser Nachteile 
ist trotz der verbesserten therapeutischen Breite bei den Lipid formal ierungendes 
Amphotericins B eine breite Akzeptanz auf dem Markt ausgeblieben. 

Als weitere Methode, Amphotericin B in eine wasserlosliche Form fur Injektionszwecke zu 
uberftiht-en, ist in der Literatur die Bildung eines Amphotericin B-Arabinogalactan-Kpnjugats 
beschrieben (Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Vol. 43 No. 8, 1999, 1975-1981). 
Arabinogalactan ist ein aus Larchen gewonnenes wasserlosliches Polysaccharid aus 
Arabinose- und Galactose-Einheiten im Verhaltnis 1:6, Die Bindung von Amphotericin B an 
Arabinogalactan erfolgt in 4 Schritten. ZunSchst wird Arabinogalactan einer Perjodat- ■ 
Oxydation unterzogen, wobei vjcinale Hydroxylgruppen der Zuckereinheiten unter 
Ringspaltung in Dialdehyde uberfuhrt werden, Nach Reinigung der Reaktionsprodukte iiber 
eine Anionen-Austauschersaule wird die Amino-Gmppe des Mycosamins von Amphotericin 
B unter Bildung eines Imins (Schiffsche Base) an eine Aldehydgruppe gekoppelt und 
schlieBlich iiber eine Reduktion mit Hilfe von Na-Borhydrid die Imin-Gruppe in eine Amin- 
Gruppe sowie nicht umgesetzte Aldehydgruppen in Hydroxylgruppen uberfilhrt. 

Die Kopplungsrea'ktion wird bei pH 1 1 ausgefuhrt. Dieser pH-Wert stellt einen KompromiB 
zwischen der Ausbeute des gebildeten Konjugats einerseits und der Toxizitat des Konjugats. 
andererseits dar. Unterhalb von pH 10 ist Amphotericin B wasserunloslich und die Ausbeuten 
sind gering. Ab pH 12 ist Amphotericin B relativ gut wasser!6slich, was hohere Ausbeuten 
ennoglicht, aber das erhaltene Produkt ist roxisch. Toxizitat war ebefalls zu beobachten, wenn 
der letzte Schritt der Na-Bprhydrid-Reduktion umerblieb. 
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Die Antibiotika Daunorubicin und Doxorubicin gehoren zur Gruppe der Arithracycline und 
unterscheiden sich ledi.glich dureh eine Hydroxylgruppe. Siesind in Wasser loslich. 
Doxorubicin wird aus Kulturen des Piizes Streptomyces peuceticus var, caesius gewonnen, 
Daunomycin aus Streptomyces peuceticus oder coeruleorubidus . 




Daunorubicin: R = H 
Doxorubicin: R = OH 



Durch ihren Tetracyclin-Rest sind Daunorubicin und Doxorubicin befahigt, unter Ausbildung 
sehrstabiler, Liber langereZeitbestandiger DNA-Interkalationskomplexe dieDNA- und 
RNA-Synthese zu hemmen. Dariiber hinaus bilden sie im Rahmen ihrer intrazellularen 
Metabolisierung mit Hilfe der Cytochrom-P-450-Reduktase und NADPH Semichinon- 
Radikaie, wetche ihrerseits weitere Radikalreaktionen auslosen (Superoxidanion- und 
Hadfoxylradikale). Dadurcb gewinnen diese Antibiotika eine ausgepragte cytostatische 
Wirkung, weshalb sie als Cytostatika bei der Krebstherapie eingesetzt werden. 

Da diese Antibiotika nach oraler Applikation nur unzureicbend resorbiert werden, mttssen sie 
(streng) i.v, in Kurzinfusionen iiber 10 bis 15 Minuten verabreicht werden. Ihre Verteilung im 
Organismus erfoigt schnell, wobei die hochsten Konzentrationen in Herz, Lunge, Milz und 
Niere nachgewiesen wurden. 

Ihre schnelle Verteilung im Organismus in Verbindung mit der Bildung reaktiver Radikale 
durch Metabolisierung scheint eine der Ursachen flir die ausgepnigten toxischen 
Nebenwirkungen zu sein, wodurch insbesondere das Herz in Mitletdenschaft gezogen wird. 
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Sowohl Doxorubicin als auch Daunorubicin sind ausgesprochen kardiotoxisch. Insbesondere 
die Kardiotoxitat vom Spattyp, welcbeeine dosisabhangige kumulative Organtoxizitat 
darstellt, ist in der Regel irreversibel und oftmals lebensbedrohend. Bei Uberschreiten einer 
maximalen kumulativen Gesamtdosis, welche bei Erwachsenen bei 550 mg/nrr 
Korperoberflache liegt, steigt die Inzidenz der anthracyclininduzierten Kardiomyopathie rasch 
an. Daher besteht ab einer Gesamtdosis von 550 mg/nr Korperoberflache erne etwa 5% 
Risiko fur das Auftreten einer schweren Herzinsuffizienz. 1st diese kumulatitive Gesamtdosis 
erreicht, mufi die Therapie unterbrochen werden. 

Der vorliegenden Erfmdung Liegt daher die Aufgabe zugrunde, fur solche 
aminozuckerbattigen Antibiotika Arzneiformen. zur Verfugung zu stellen, in welchen die 
spezifischen toxischen Nebenwirkungen reduziert sind, welche eine gleichmafligere, 
kontrollierte Verbreitung im Organismus gewahrleisten und damit eine hShere Dosierung 
zuiassen urid welche dennoch einfach anzuwenden sind. Eine weitere Aufgabe der Erfindung 
besteht darin, ein kostengunstiges Verfahren zur Herstellung dieser Arzneiformen mit hoher 
Ausbeute zur Verfugung zu stellen. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, daB sich diese Aufgaben mit einem Konjugat von 

Starke oder Starkederivaten mit solchen Antibiotika losen iSBt. Die erfindungsgemaGe 

Arzneifonn ist ein wasserlosliches, einen Aminozucker aufweisendes Antibiotitom-Derivat in 

Form eines Poiysaccharid-Konjugats der ailgemeinen Formel (I) 

A 
I 

O 

I f 
O 

H i H ^NH' 
B— o—C-C— C— CO 
i H I O 
HO-CH O-R^ 

H 2 C-0-R2 

in wetcher bedeuten: 



B = ein in a-/,4-Verknupfung verbundenes Polymer, ausgewahlt aus der Gruppe 

Hydroxyethylstarke, Hydroxypropylstarke, losliche Amylose, losliche Amylose in 
hydroxyethyiierter und/oder hydroxypropylierter Form, losliches Amylopektin, und 
losliches Amylopektin in hydroxyethyiierter und/oder hydroxypropylierter Form, 



WO 03/000738 



PCT/EP02/06764 



CH 3 

R J - H, (CH,) 2 -0H, CH 2 -CH oderB, 
OH 



R\ R 4 unabhangig voneinander H, (CH 3 ) 2 -OH oder CH 7 — CH 

' Art 



rait den Bedingungen, daB 

B = Amylose oder Amylopektin ist, wenrt R 2 = R 3 = R A = H 
B - Hydroxyethylstarke, hydoxyethyliertes Amylopektin oder 

hydroxyethylierte Amylose ist, wenn K 2 , R 3 , R 4 = (CH 2 ),-OK sind, 
B = Hydroxypropylstarke, hydroxypropyliertes Amylopektin oder 

CH 3 

hydroxypropylierte Amylose ist, wenn R 2 , R 3 ,R 4 a CH 2 — CH sm ^' 

OH 



H 3 C< 




:— CH 2 — R' 
'OH 



mit R 1 = H oder OH 




H 3 0"" 



7^-0-7-1 



mit der Bedingung, daB wenn 
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wobei der Polysaccharidanteil des Konjugats mit der Aminogruppe an C 3 des Aminozuckers 
des Antibiotilcums (.inter Ausbildung einer Peptidbindung verkniipft ist. 

Als Starke oder Starkederivate kommen Amylose (unverzweigt nur mit «- 1 ,4-gIykosidischer 
Verkni'tpfung) und/oder Amylopektin (verzweigt, zusatzlich mit a-l,6-g!ykosidischer 
Verknupfung) sowie insbesondere hydroxyalkylierte Starke in Betracht. Bei Verwendung von 
Amylose oder Amylopektin wird im Handel erhaltliche sog. "losliche" Starke eingesetzt, 
Letztere kann auch in hydroxyethylierter und hydroxypropylierter Form vorliegen. 

Bei dem erfindungsgemaB bevorzugten Einsatz der hydroxyalkylierten Starken 
Hydroxyethylstarke und Hydroxypropylstarke kann das mittlere Molekulargewicht (Gew.- 
Mittel MJ im Bereich zwischen 2000 und 2 • 1 0* Dalton Iiegen. Der mittlere 
Poymerisationsgrad soil jedoch mindestens 15 betragen und in einer bevorzugten 
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Ausfuhrungsform bis ca 3000 reichen (entsprechend einem mittleren Molekulargewicht von 
ca. 5 * 1 0 s ), Insbesonders bevorzugt ist der Einsatz von Hydroxyethylstarke. 

Die im Folgenden gernachten Ausfuhrungen mit Hydroxyethylstarke als besonders 
bevorzugter Ausfuhrungsform gelten in anbger Weise auch fttr Hydroxypropylstarke. 

Bevorzugt soil in einem erfmdimgsgemaflen Amibiotikum-HES-Konjugat das 
Molekulargewicht der HES iiber der Nierenschwelle fur HES liegen, d.h. iiber 70000 Daiton. 
Besonders bevorzugt ist eine HES der Spezinkation 130/ mit einem mittleren 
Molekulargewicht von 130000 Daiton. Der Substitutionsgrad MS Iiegt vorzugsweise im 
Bereich von 0,1 bis 0,8, In bevorzugter Ausfuhrungsform liegt der Substitutionsgrad im 
Bereich von 0,3 bis 0, 5. Das bevorzugte Cy'C & -Verhaltnis liegt im Bereich von 2 bis 12, in 
besonders bevorzugter Ausfuhrungsform im Bereich von 5 bis 1 1. Dabei kann HES sowohl 
unverzweigt nur rrsit tiberwiegend a-l,4-giykosidischen Verknupfungen vorliegen als auch 
verzwetgt mit sowohl a-\ ,4-glykosidischen Verkniipfungen als auch a-l ,6-glykosidischen 
Verkntipfungen. 

In einem erfmdungsgemaBen Konjugat erfolgt verfahrensmaBig die Bindung des 
Polysaccharids an die Aminogruppe des Aminozuckers des Antibiotikums, indem die freie, 
reduzierende Aldehydgruppe des endstandigen Polysaccharid-Molekuls , vorzugsweise mit J, 
zu einer Aldonsauregruppe oxydiert wird, welche ihrerseits mit einer freien Hydroxylgruppe 
der endstandigen Zuckereinheit, vorzugsweise am C 4 -Atom der endstandigen Zuckereinheit, 
einen Lactonnng ausbildet, der dann weiter mit der Aminogruppe des Aminozuckers des 
Antibiotikums eine Peptidbindung eingehen kann. Im Gegensatz zur Bildung einer 
Schiffschen Base aus den von einer Perjodat-Oxidation stammenden Aldehydresten des 
Arabinogalactans mit der Aminogruppe des Aminozuckers laJ3t sich die erfindungsgemaSe 
Kopplungsreaktion des Oxydationsprodukts am reduzierenden Ende von HES mit der 
Aminogruppe des Aminozuckers (z.B. Mycosamin im Falle von Amphotericin B) mit grofier 
Ausbeute in einem organischen Losungsmittel, z,B. DMSO, ausflihren, in welchem z.B. das 
Antibiotikum Amphotericin B loslich ist. 
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Diese Kopphingsreaktion ervvies sich als auBerordentlich selektiv und ftihrtemit hoher 
Ausbeute zu einem Antibiotikum-Starke-Konjugat, welches, anders als bei einer 
Perjodatoxidation, ein Molverhaltnis zwischen Antibiotikum und Polysaccharid von 1:1 
ergibt. 

Das erhaltene Konjugat envies sich tlberraschenderweise auch als nicht toxisch, so dafi es 
audi oral applizierbar ist. Die Kopplung des Polysaccharid-Tragers, insbesondere von HES, 
an das Antibiotikum bewirkte auch im Falle des an sich wasserunloslichen Amphotericin B> 
daB das Konjugat insgesamt fiber eine ausreichende Wasserloslichkeit verfUgt. Dies hat zur 
Folge, dafi die Losung des Konjugats bzw. die Verdiinnung auf die gewiinschte applizierbare 
Endkonzentration auch mit elektrolythaltigen Ldsungsmitteln bzw. Gemischen (z.B. einer 
Mischung aus isotonischer Kochsalzlosung und Giucoselosung) erfolgen kann. Da aufierdem 
das erhaltene Konjugat nicht mehr toxisch ist, Sassen sich damit h6here Dosen, z.B, fur das 
Amphotericin B-Konjugat Tagesdosen bis zu 15 mg Amphotericin B-Anteil, applizieren. 

Weil Hydroxyethylstarke ohnedies in groDen Dosen intravends als Plasmaexpander appliziert 
werden kann, sind bei der Kopplung von HES und Amphotericin B nicht umgesetzte Anteile 
von HES physiologisch unbedenklich und brauchen daher nicht eigens vom Reaktionsprodukt 
abgetrennt zu werden, was bei der Synthese von groBem dkonomischem Vorteil ist, 1m Falle 
des Amphotericin B ist auch keine abschiieGende Hydrierung erforderlich, um das gebildete 
Konjugat weniger toxisch zu machen. Dariiber hinaus wurde iiberraschenderwiese gefunden, 
da8 ungebundene HydroxyethyistSrke an sich auf Amphotericin B sogar eine solubilisierende 
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Wirkung ausilbt, wodurch sich mit uberschtissiger HES eine zusatzliche Stabilisierung des 
antimykotischen Wirkstoffs erzielen lafit. 

Ein weiterer Vorteil eines erfmdungsgemaBen Antibiotikum-HES-Konjugats besteht darin, 
dafi der Polysccharid-Anteil durch Seram-or- Amylase abbaubar ist. Dieser Abbau ist in der 
einschlagigen Literatur zur Pharmokokinetik der als Plasmaexpander eingesetzten' HES 
ausfUhrlich beschrieben. Daruber hinaus ist auch die Peptidbindung zwischen dem . 
Poiysaccharid-Anteii und dem Antibiotikum in vivo einem enzymatischen Angriff prinztpiell 
zuganglich. 

Wie sich aus Untersuchungen an dem als Leit-Mikroorganismus aus dem Spektram der 
moglichen Pilzinfektionskeime bekanrtten Candida albicans zeigte, wiesen die 
erfmdungsgemaBen Konjugate von Amphotericin B den Lipidformulierungen vergleichbare 
Wirksamkeiten auf. Im Hamolysetest an Schafserythrocyten konnte demonstriert werden, daB 
die in-vitro-Toxizitat eines Amphotericin B-HES-Konjugats wesentlich geringer ist als bei 
handelsiibiichen Amphotericin B-Desoxycholat-Formulierungen. 

Bin maflgeblicher Vorteil eines erfindungsgemaBen Antibiotikum-HES-Konjugats ist darin zu 
sehen, da(i sich durch geeignete Auswahl von Molekulargewicht, Substitutionsgrad, 
Siibstitutionsmuster und Verzweigungsgrad der eingesetzten HES die pharmakokinetischen 
Eigenschaften des erhaltenen Konjugats praktisch maBgeschneidert auf die Bediirfnisse eines 
jeweiligen Patienten einstellen lassen. 

In den folgenden Beispielen wird das Herstellungsverfahren und die bamolytische Wirkung 
der bevorzugten Antibiotikum-HES-Konjugate naher erlautert. 



Beispiei 1 

Oxvdation von HES 130kD: 



1 0 g HES (130kD) werden in ein ReaktionsgefaB gegeben und in einem moglichst geringen 
Voiumen Wasser in Losung gebracht. Zu dieser Losung werden unter Riihren (Magnetruhrer) 
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2 ml einer 0,1 N Jod-Losung ca, 3 ml einer 0,1N NaOH-Losung gegeben. Die Mischung wird 
solangc gertihrt, bis die Farbe, die J 3 anzeigt, verschwunden ist. Die Zugabe von Jod-Losung 
und/oder NaOH-Losung wirdmehrmals wiederholt bis insgesamt 10 ml O t lN Jod-Losung und 
20 ml 0,1N NaOH-L5sung zugegeben worden sind. Die erhaitenen Losung wird sodann iiber 
eine HMonenaustauschersaule (Amberlite IR 120) gegeben und anschlieflend in einem 
Diatyseschiauch mit einer Ausschlufigrenze von 4-6 kD iiber einen Zeitraum von 20 h gegen 
destiiliertes Wasser dialysiert. Das dialysierte Podukt wird lyophilisiert und der 
Oxidationsgrad mit Hilfe der Methods von SOMOGYI ermittelt. 

Ermittlung des Oxidationsgrades: 

Zur Bestimnumg des gebildeten oxydierten HES (ox-HES) wurde das Verfahren von 
SOMOGYI herangezogen (Meth. Carbohydrate Chem., 1, 384-386, 1962), Das Verfahren 
beruht auf der Ermittlung der freien Aldehyd-Gruppen iiber die Reduction von Cu J+ zu Cu + . 
Cu T wird mit Hilfe von aus lodid und Iodat gebildetem Iod wieder zu Cu 2+ oxidiert. 
OberschUsstges Iod wird sodann mittels Thiosulfat titriert. 

Beispiel2 

Synthase ernes Amphotericin B-HES-Konjugats: 

In einem Reaktionsgefafl werden 650 mg (1,5- 10" 5 Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, 
Oxidationsgrad ca. 100%) und 2,8 mg.(3,0« I0' 6 Mol) Amphotericin B unter Ruhren 
(Magnetriihrer) in ca. 4 ml wasserfreiem DMSO bei Raumtemperatur unter N 2 -Atmosphare 
gelost. Unter LichtausschiuB wird die Mischung 24 h lang bei 70°C reagieren gelassen. Die 
Aufarbeitung des Reaktionsprodukts erfolgt unter LichtausschluB nach Zugabe von 10 Vol. 
H,0 mitteis Dialyse gegen H 3 0 iiber einen Zeitraum von 48 h bei 4°C unter 4-maIigem 
Wechseln des Wassers. Das anschlieBend lyophilisierte Produkt ergab ein schwach gelbliches 
Pulver. 

Das Kopplungsverfahren wurde mit 3 weiteren Ansatzen wiederholt. wobei sich eine 
reproduzierbare Ausbeute fur die Kopplungsreaktion von > 90% ergab. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 1 wiedergegeben. (Die in dieser Tabelle in der letzten Spalte angegebenen 
Ausbeutemengen beziehen sich auf das Kopplungsprodukt plus nicht umgesetzter HES). 
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Tabelle 1 
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oxHES 


Ampho B 


wasserfreies 
DMSO 


Reaktionszeit 

und 
-temperatur 


Reaktiorts- 
bedingungen 


Ausbeute an 
Ampho-HES 
nach Bialyse 


Ansatz 1 


650 mg 
{1,5-10-5 Mo!) 


2,8 mg 
(3,0-10-6 Mol) 


«4ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


460 mg 


Ansatz. 2 


10,0 g 
(2,4> 10-4 Mol) 


44,0 mg 
(4,7 « 10-5 Mot) 


*40 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


7,0 g 


Ansatz 3 


12,0 g 
(2,S-!0- 4 Mo!) 


52,0 mg 
(5,6 MO- 5 Mol) 


* 30 ml 


24 h 

70°C 


im Dunkeln 
unter 


8,4 g 


Ansatz 4 


7,2 g 
(1,7-10-4 Mol) 


31,2 mg 
(3,4« 10-5 Mol) 


- 20 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


5,1 g 



Die erhaltenen Amphotericin B-HES-Konjugate wurden iiber ihr UV-Spektrum charakterisiert 
(0,5 g / 5 ml H,O dcsl ) und zeigten im Bereich von 300-400 nm.die fur polymere bzw. mizellare 
Wechselwirkungen von Amphotericin B typischen Banden. Im Gegensatz zu freiem 
Amphotericin B, das in Wasser praktisch unldslich ist, wiesen die erhaltenen Amphotericin- 
HES-Konjugate eine Wasserloslichkeit von > 0,1 g / 5 ml H,0 auf, 

Mit Hilfe von LALLS-GPC (Low Angle Laser Light Scattering in Kombination mit Gel- 
Pemieations-Chromatographie) wurden folgende GPC-Kenndaten bestimmt: 



Gewichtsgemitteltes Molekulargewicht M w : 102.700 

Zahienmittel des Molekulargewichts: 36.050 

Spitzenfraktion (10%): 24.050 

Bodenfraktion (90%): 13.800 



Diese Kenndaten entsprachen im wesentlichen den Kenndaten der verwendeten HES. 
Betspiel 3 

Hamolyse-Vergleichstest des Amphotericin B-HES-Konj u g ats: 



Die hamolytische Wirkung des erfindungsgemaSen Ampho-HES-Prapararts wurde im 
Vergleich mit einer handelsilblichen Amphotericin B-Desoxycholat-Formulierung 
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("Amphotericin B" von Bristol-Meyers-Squibb, Chargen-Bezeichiuing: A068), dessen 
Wirkstdff ab einer Konzentration von 8 ug/ml hamolytisch sein soli (R. Falk,et al., 
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 1999, 1975-1981), ermitteit. 

Stammldsung fur erfmdungsgemafies Praparat: 1 1,61 g Ampho-HES (entsprechend einem 
Gewichtsanteil von 50 mg Amphotericin B) wurden in 50 ml 5% Glucose-Ldsung 
(Chargenbez.: 9233 A4 der Fa. Braun Melsungen) geiost. Der Wirkstoffgehalt der so 
hergestellten Stammlosung betrug 1 mg Amphotericin B pro ml. Von dieser Stammldsung 
wurden gemafi Tabelle 2 drei Verdimnungen hergestellt und ebenfalls auf ihre hamolytische 
Wirkung untersucht. 

Handelsubliches Vergleichspraparat (Amphotericin B-Desoxycholat-Formulierung): Eine 
Flasche a 50 mg wurde mit 10 ml A. a. injectabilia (Chargenbez.: 05 14A63 der Fa. Braun 
Melsungen) geiost und in 5% Glucoseldsung auf 0,12 mg/ml Amphotericin B verdiinnt, 

Hersteilung der Erythrocytensuspension: Frisch entnommenes humanes Biut wurde etwa mit 
dem 5-fachen Volumen steriler 0,9 % NaCl-Losung (Chargenbez.: 9055A64 der Fa. Braun 
Melsungen) verdunnt und 5 Minuten lang bei einer relativen ZentrifugalbeschSeunigung von 
2000 zentrifugiert. Danach wurde die uberstehende Losung abgesaugt und die sediment! erten 
Erythrocyten noch zweimal auf die gleiche Weise behandelt. 

Die so gewaschenen Erythrocyten wurden in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahit und - 
so fern erforderlich - mit steriler 0,9% NaCl-L5sung auf eine Endkonzentration von ca. 5 • 1 0 8 
Erythrocyten pro ml nachverdunnt. Diese Suspension ist laut DIN-Morm bei Raumtemperatur 
bis zu max. 6 Stunden verwendbar. 

Kamolyse-Vergieichstest: Je 5 ml der zu priifenden Ldsungen wurden mit 1 m! der obigen 
" Erythrocytensuspension vermischt, in ein gereinigtes Zentrifugenrohrchen uberfuhrt und 20 
Minuten lang in einem Wasserbad bet 37 ± 1°C inkubiert. AiischlieBend wurde 5 Minuten bei 
einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 2000 zentrifugiert. 

Von der uberstehenden Ftiissigkeit wurde die Extinktion gemessen. Als Negativkontrollen 
dienten jeweils 5 ml der 0,9% NaCl-Losung und der 5% Glucose-Losung, welche mit 1 ml 
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der Erythrocytensuspension vermischt, ebenfalts 20 Minuten iang bei 37 ± 1°C inkubiert und 
dann wie oben zentrifugiert wurden. 

Zur Pritfung auf Hamolyse wurden in einem Photometer die Extinktionen der jeweiligen 
Uberstande gegen die Negativkontrollen bei einer Wellenlange von 576 nm unter 
Verwendung einer Kiivette mit 10 mm Schichtdicke gemessen. Auf Grund der 
unterschiedlichen Farbungen der L5sungen wurden zum Vergleich von den Losungen ohne 
Erythrocytensuspension ebenfalls die Extinktion gemessen. 

Die Ergebnisse der diversen Testansatze sind in Tabelle 2 zusammengefaflt. 



Tabelle 2 



Priiflo'sung 


Konzentration 
Amphotericin B 
der Losung 
• mg/ml 


Konzentration 
Amphotericin B 
im Testansatz 
mg/mi 


Extinktion 
576 nm 


Extinktion 
576 nm ohne 
Erythrocyten 


0,9%NaCI 






0,015 


0,000 


5% Glucose 






0,016 


0,000 


Handelspraparat 


0,12 


0,1 


2,271'* 


0,008 


Ampho HES 


0,12 


0,1 


0,027 


0,033 


Ampho HES 


0,24 


0,2 


0,061 


0,076 


Ampho HES 


0,48 


0,4 


0,274*' 


0,151 


Ampho HES 
(StamnilOsong) 


1,00 


0,83 


2,452* ) **> 


0,288 



*) L5sungen im Oberstand rot gefarbt 

**) Wegen erhohter Viskositat nach Zer.trifugieren noch intakte Erythrocyten im Oberstand 
mikroskopisch nachweisbar 



Wie aus Tabejle 2 ersichtlich, zeigt die getestete, im Handel erhaltliche Amphotericin B- 
Desoxycholat-Formulierung bereits bei einer Konzentration von 0,1 mg/ml im Testansatz 
unter den obigen Testbhedingungen stark hamolytische Wirkung. Der Oberstand hatte bei 576 
nm eine Extinktion von 2,271 und war stark rot gefarbt. 

Im Vergleich dazu war beim erfindungsgemaBen Ampho-HES-Fraparat bis zu einer 
Konzentration von 0,2 mg Amphotericin B pro ml keine hamolytische Wirkung zu 
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beobacbten. Erst bei einer Konzentration von 0,4 mg/ml war im Uberstand des Testansatzes . 
im Vergleich rait der Negativkontrolle eine Seichte Rotfarbung zu erkennen, was sich auch in 
den Extinktionswerten bemerkbar machte. Bei dieser Amphotericin B-Konzen£ration im 
Testansatz liegt demnach eine leichte hamolytische. Wirksamkeit vor. Eine starke 
hamolytische Wirksamkeit durch das Testpraparat war bei einer Konzentration von 0,83 
mg/ml' zu erkennen, wo der Oberstand stark rot gefarbt war. Daneben lieBen sich im 
Uberstand auch noch mikroskopisch wenige intakte Erythrocyten nachweisen, die wegen der 
hohen Vtskositat wahrend der Sedimentationszeit noch nicht ins Pellet sedimentieren konnten. 

BeispieI4 

Synthese etnes Daunorubicin-HES-Konjugats: 

In einem ReaktionsgefaB wurden 650 mg (1,5 * 10' 5 Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, 
Oxidationsgrad ca. 100%) und 0 t 8.mg (3,0* 10 -6 Mol) Daunorubicin unter denselben 
Verfahrenbedingen wie in Beispiel 2 reagieren gelassen und wie in Beispiel 2 
weiterbehandelt, Auch hier wurde eine reproduzierbare Ausbeute von ca 72 % erhalten. 

Beispiel 5 

Synthese ernes Doxorubicin-HES-Konjugats: • 

In einem ReaktionsgefaB wurden 650 mg (1,5 • 10 s Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, 
Oxidationsgrad ca. 100%) und 0,8 mg (3,0* IO" 6 Mol) Doxorubicin unter denselben 
Verfahrenbedingen wie in Beispiel 2 reagieren. gelassen und wie in Beispiel 2 
weiterbehandelt. Die erzielte Ausbeute betrug ebenfalls ca. 70 %. 
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Patentanspruche 



1 . Wasserlosliches einen Aminozucker aufweisendes Antibiotikum-Derivat in Form 
eines Polysaccharid-Konjugats der ailgemeinen Formel (I) 

A 

1 

O 

R 4 \ 
I 2 
0 

H I H ^NH 
B-O-C-C-C-Cf ( 1 ) 

I H | 
HO-CH 0-R3 
I 

H 2 C-0~R2 

in welcher bedeuten: 



B = ein in a-/,4-Verkntipfung verfaundenes Polymer, ausgewMhlt aus der Gruppe 

Hydroxyethylstarke, Hydroxypropylstarke, iSsliche Amylose, loslicbe Amylose in 
hydro xyethylierter und/oder hydroxypropylierter Form, lOsliches Amylopektin, und 
Josliches Amylopektin in hydroxyethylierter und/oder hydroxypropylierter Fonn, 

CH 3 

R 2 « H, (CH,) 2 -OH, CH 2 -CH oder B, 

6u 

CH 3 

R \ R 4 unabharigig voneinander H, (CH 2 ),-OH oder CH 2 — CH 

6h 



rnit den Bedingungen, dafl 

B = Amylose oder Amylopektin ist, wenn R 2 ~ R 3 = R ,4 = H 
B = Hydroxyethylstarke, hydoxyethyliertes Amylopektin oder 

hydroxyethyHerte Amylose ist, wenn R 2 , R 3 , R 4 = (CH 2 ) 2 -OH sind, 
B = Hydroxypropylstarke, hydroxypropyliertes Amylopektin oder 



CH 3 

hydroxypropylierte Amylose ist, wenn R 2 , R 3 , R" = CH 2 — CH sin &> 

6h 
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mit R' = H oder OH, 



wobet der Polysaccharidanteil des Konjugats mit der Aminogruppe an C 3 des Aminozuckers 
des An'tibiotikums unter Ausbildung einer Peptidbindung verkniipft ist. 

2. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daG das 
Mofverhaltnis zwischen dem Antibiotikurn- und Polysaccharidanteil 1:1 ist. 

3. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Polysaccharidanteil aus Hydroxyethylstarke besteht. 

4. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafl das 
mittlere Molekulargewicht der Hydroxyethylstarke im Bereich zwischen 2000 und 2 * 10 6 
Dalton liegt 

5. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 3 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Hydroxyethylstarke einen mittleren Polymerisationsgrad von mindestens 15 aufweist. 

6. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das 
mittlere Molekulargeicht der Hydroxyethylstarke > 70000 Dalton ist. 

7. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daG die 
Hydroxyethylstarke die Spezifikation 130/ und einen Substitutionsgrad MS im Bereich von 
0,1 bis 0,8 aufweist. 

8. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da& die 
Hydroxyethylstarke einen Substitutionsgrad MS im Bereich von 0,3 bis 0,5 aufweist. 



BNSDOCID.' <WO 0300D73BA2J_> 



WO 03/000738 



20 



PCT/EP02/06764 



9. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 3 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Hydroxyethylstarke ein C,/C 6 -Substitutionsverhaltnis im Bereich von 2 bis 12 aufweist. 

10. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Hydroxyethylstarke ein C 3 /C 6 -Substitutionsverhaltnis im Bereich von von 5 bis 1 1 aufweist, 

1 1. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Hydroxyethylstarke unverzweigt in or-l^-glykosidischer Verkniipfung vorliegt. 

12. Anlibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Hydroxyethylstarke verzweigt mit or-l,4-glykosidischer Verknupfung und a-1,6- 
glykosidischer Verknupfung vorliegt. 

13. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
da(3 das Antibiotikum Amphotericin B ist. ■ 

1 4. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Antibiotikum Daunorubicin ist. 

15. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Antibiotikum Doxorubicin ist. 

1 6. Verfahren zur Herstellung eines Antibiotikum -Polysaccharid-Konjugats nach jedem 
der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, das Polysaccharid an seinem reduzierenden 
Ende in wassriger alkalischer Losung unter Ausbildung eines Lacton-Rings oxidiert wird und 
das erhaltene Produkt zusammen mit dem einen Aminozucker aufweisenden Antibiotikum zur 
Bildung enes Antibiotikum-Polysaccharid-Konjugats in einem organischen Losungsmittel 
reagieren gelassen wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Oxidation des 
Polysaccharids am reduzierenden £nde mit J 2 erfolgt. 
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1 8. Verfahren nach den Anspriichen 16 und 17, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Kopplung des oxidierten Polysaccharids an das Antibiotikum in einera organischen 
Losungsmittel erfolgt 

1 9. Verfahren nach Anspruch 1 S, dadurch gekennzeichnet, daB als organisches 
Losungsmittel Dimethylsulfoxid eingesetzt wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 19, dadurch gekennzeichnet daB als 
Polysaccharid Starke oder eine Starkederivat eingesetzt wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB Hydroxyethylstarke 
eingesetzt wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB Hydroxyethylstarke mit 
einem mittleren Molekulargewicht im Bereich zwischen2000 und 2* 10 6 Dalton eingesetzt 
wird. 

23. Verfahren nach den Anspriichen 21 und 22, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Hydroxyethylstarke mit einem mittleren Polymerisationsgrad von mindestens 15 eingesetzt 
wird. 

24. Verfahren nach den Anspriichen 21. bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Hydroxyethylstarke mit einem mittleren Molekulargewicht von > 70000 Dalton eingesetzt 
wird. 

25. Verfahren nach den Anspriichen 21 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Hydroxyethylstarke mit der Spezifikation 130/ und einem Substitutionsgrad MS im Bereich 
von 0,1 bis 0,8 eingesetzt wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB eine Hydroxyethylstarke 
mit einem einem Substitutionsgrad MS im Bereich von 0,3 bis 0,5 eingesetzt wird. 
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27. Verfahren nach jedem der Anspriiche 21 bis 26, dadurchgekennzeichnet, daO eine 
Hydroxyethylstarke mit einem C 2 /Q-Substitutionsverhaltnis im Bereich von 2 bis 12 
eingesetzt wird, 

28. Verfahren nach Anspruch. 27, dadurch gekennzeichnet, daB eine Hydroxyethylstarke 
mit einem C,/C b -Substitutionsverhaltnis im Bereich von 5 bis 1 1 eingesetzt wird. 

29. Verfahren nach jedem. der Anspriiche 21 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Linverzweigte Hydroxyethylstarke mit a-l,4-g!ykosidischer Verkntipfung eingesetzt wird. 

30. Verfahren nach jedem der Anspriiche 21 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
verzweigte Hydroxyethylstarke mit «!-l,4-glykosidischer Verkntipfung und cr-1,6- 
glykosidischer Verkntipfung eingesetzt wird. 

31. Verfahren nach jedem der Anspriiche 21 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dafi anstelle 
der Hydroxyethylstarke HydroxypropylstSrke eingesetzt wird. 

32. Verfahren nach jedem der Anspriiche 1 6 bis 3 1, dadurch gekennzeichnet, daB a!s 
Antibiotikum Amphotericin B eingesetzt wird. 

33. Verfahren nach jedem der Anspriiche 1 6 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Antibiotikum Amphotericin B eingesetzt wird. 

34. Verfahren nach jedem der Anspriiche 16 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Antibiotikum Daunorubicin eingesetzt wird. 

35. Verfahren nach jedem der Anspriiche 16 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Antibiotikum Doxorubicin eingesetzt wird. 

36. Veiwendung eines StMeederivats zur Herstellung eines Arnphoceritin B-Konjugats zur 
systemischen Behandlung mykotischer Infektionen. 
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37. Verwendung nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
Hydroxyethyistarke ist. 

38. Verwendung nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
HydroxypropylstSrke ist. 

39. Verwendung eines Starkederivats zur Herstellung eines Daunorubicin-Konjugats zum 
Einsatz in der Krebstherapie. 

40. Verwendung nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
Hydroxyethyistarke ist. 

41. Verwendung nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
HydroxypropylstSrke ist. 

42. Verwendung eines Starkederivats zur Herstellung eines Doxorubicin-Konjugats zum 
Einsatz in der Krebstherapie. 

43. Verwendung nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
Hydroxyethyistarke ist. 



44. Verwendung nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, daI3 das Starkederivat 
Hydroxypropylstarke ist. 
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(54) Bezeichnung; WASSERLOSLICHES, EINEN AMINOZUCKER AUFWEISENDES ANTIBIOTIKUM IN FORM EINES 
POLYSACCHARIDKONJUGATS 



\ (57) Abstract: The invention relates to novel pharmaceutical forms for antibiotics containing amino sugar, amphotericin B , daunoru- 
bicin and doxorubicin, in which the known side effects are reduced and which can be used in a simple manner. The antimycotic 
agent B is nephrotoxic. The cytostatic agents daunorubicin and doxorubicin are highly cardiotonic. The novel pharmaceutical forms 
are antibiotic-starch conjugates, wherein the antibiotic is combined with the polysaccharide at the reducing end thereof by means of 

j a peptide bond. According to the invention, said bond js carried out by means of J 2 -oxidation of the starch derivative at the reducing 

^ end thereof in an aqueous alkaline solution, and by coupling the starch derivative oxidised thereby to the antibiotic in an organic 
solution. The conjugates obtained are less toxic. The polysaccharide part can be decomposed by serum-a-amylase and the peptide 

. bond can be accessed by an enzymatic attack. 



(57) Zusammenfassungr Es sollten neue Arzneiformen fiir die ami nozuckerhal tiger Antibiotika Amphotericin B, Daunorabicin und 
Doxorubicin bereitgestellt werden, bei welchen die bekannten Nebenwirkungen reduziert und welche unkompliziert anwendbar sind. 
Das Antimykotikum Amphotericin B ist nephrotoxisch. Die Cytostatika Daunorabicin und Doxorubicin sind stark kardiotoxisch. 
Die neuen Arzneiformen sind Antibiotika-Starke-Konjugate, wobei das Antibiotikum mit dem Polysaccharid an dessen reduzie- 
rendem Ende tiber eine Peptidbindung verkniipft ist. VerfahiEnsm&ssig erfolgt diese Bindung iiber J 2 -Oxidation des Starkederivats 
an seinern reduzierenden Ende m .vas i alkali zhtr 1 su i un I i.LrJiessenderKopplung des so oxidierten Starkederivats an 
das Antibiotikum in organischer Lflsung. Die erhaltenen Konjugate sind weniger toxisch. Der Polysccharid-Anteil ist durch Se- 
rum-a-AmySase abbaubar und die Peptidbindung einem enzymatischen Angriff zuganglich. 
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see supplemental sheet 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
— searchable claims. 
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of any additional fee. 

3 . j I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international searchreport is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 
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The current Claims 1 -2, 13-20, 32-36, 39 and 42 relate to a 
disproportionately large number of possible compounds, as well as to 
methods of preparing them and to the use thereof, of which only a small 
portion are supported by the description (PCT Article 6) and/or can be 
regarded as having been disclosed in the application (PCT Article 5). In the 
present case the claims lack the proper support and the application lacks the 
requisite disclosure to such an extent that it appears impossible to carry out a 
meaningful search covering the entire range of protection sought. Therefore, 
the search was directed to the parts of the claims that appear to be supported 
and disclosed in the above sense, that is to the parts concerning the 
compounds indicated in the examples. 

The applicant is advised that claims or parts of claims relating to inventions 
in respect of which no international search report has been established 
normally cannot be the subject of an international preliminary exairdnation 

(PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as International Preliminary Exaniining 
Authority the EPO generally will not carry out a preliminary examination for 
subjects that have not been searched. This also applies to cases where the 
claims were amended after receipt of the international search report (PCT 
Article 19) or where the applicant submits new claims in the course of the 
procedure under PCT Chapter II. 



FoimPCT/IS A/210 



INTERNATIONALES RECHERCHENBER1CHT 



-E^F 



PCT/.E7 02/06764 



A. KLASSIFiZiEBUNG DSS ANMELDUHGSGEGEN3TANDES 

IPK 7 A61K47/48 




Nacbdar fntemationaten PatenlMass'flka'.lon UPKi odernach der natbnsler Kia 


silikation Uhd der IPK 


B. RECHSRCH1ERTE GE&IETE 


IPK 7 A61K 


Recherchierfe abet ntahtzum Mindestprilfstoff geftorende Verdffentlicriungen, sa 


vjsH dfese unjer die raeherorsferien Geblele fallen 



Wahrend der inlernationaleri Recherche konsulilerie ateklronteche Datenbank (Nams derDatenbanK und a\/U. vewendela Suohbegriffe) 

BIOSIS, EMBASE, MEDLINE, DISSERTATION ABS, CANCERLIT , EPO-Intemal , PAJ, WPI Data 



D. ALS WEBENTLICH ANGESEBENE UNTEP.LAG.EN 



Kategorte" Bazeichnung der Veroffenl 



i i nter Angaiie dar In Batractll kommendsii Telte 



WO 02 080979 A (SGMMERMEYER KLAUS ;FRIE 

SVEN (DE); EICHNER WOLFRAM (DE); SCHARPF 

R) 17. Oktober 2002 (2002-10-17) 

L: Priori fat 

das ganze Dokurnent 

EP 0-428 486 A (SAMOOZ AG -SANDOZ LTD 
CCH); SANDOZ AG (DE)) 
22. Ma1 1991 (1991-05-22) 
AnsprGche 1,2 

Beispiele 

W0 98 01158 A (FRESENIUS AG ET AL. ) 
15. Januar 1998 (1998-01-15) 
Seite 14, Zeile 10 - Zeile 23 
Bei spiel 



3-12, 
21-31 



| X j We'rtetB Veroffentliohu ngan sind dar Fortsatzung von Feld C zu 



El 



SSehe Anhang Patentfamliis 




hung, die den allgerrist 
als besondars bedeuis 
"E' altsres Dokumant, dasjedach 
Awneld&daium vefSffenlt/ch! 
"L* Veroffentllchung, die geeignet 

whalnen jm taseen, Oder <tar~ — 

atideran Im Recherchenberlchl genanntan Ver6ffsntlict-.ung belagl warden 
soil odar die aus einam anderert besonderei) Qmnd angegebsti isl (wis 
ausgefohrt) 

■O' Ver6ffemil(*ans, die sieh auf she rnQmJiiche OJfenbaiung, 

elneBemitzung, eine AusBlatiung Oder andere MafJiiahuen bezteri 1 . 
. e,- t nichnng. d „w em interna .nali i Ann Kteraturo aberr h 
J ~bsanspruchk.r \ rj rtet i r»ntli , , rden 1st 



r p 1 r V "M'tntl ur nal n / 1 mcldtid i| im 

odar dam Prior .si i um efSlf«iUfcntVK>*J3n it! und roll der 
Anmeldung nfcht kollidiert, sondern rmrzum Veretandnls das dar 
Erftndung zugrundafeganden Prlnzips odar der Ihr zugrundellerjenden 
Theorle angegeben isr 
<• Veroffanillchung von besoncferer BBdamung; die Ssanspruchle Emridung 
i^nrt rflljln RU'grur.d <- s i fort llfch 3 in afe neu oderauf 
art indariscber Tatigkert berutiertd beirachiei warden 

jng von besondsrar Badeutung; die beanspruchts Erfindung 
lunni M.t.i»Htemi*ftr1 r Mil t l 1 11 irlit I 

v. " -in nn ib Ji i. I i"i riM \u mil eirterodsrmehreren anderan 
-i i liiclitnasr. dieter K _ u ,t in Verfjlndung gebracht wad unci 
dlese Verblndung fQr ainen Fachmann natiellegend tat 
i' VeroffenlliGhung, die Mitglled deraalban Palantfamilia ist 



DaSum ties 



der fntemallonalsn 



22. April 2003 



08/05/2003 



id PoatatisohrHt der fnternationste 

Eufopaisches Pateniamt, P.B, 5816 PatetiHaan S 
NL - 2280 HV HifSWljk 



Dullaart, A 



(eiattsKJuii 199a) 



Seite 1 von 3 



fNTERNATIQNALER.RECHERCHENBERICHT 



.E^i 



Internet^es Aktenzetchen 

PCT/EP 02/06764 



CtFortseCsung) ALS WESBNTLICH ANGSSSEHENE UNTEBLAQENI 


Kalegorie* 


Bezelcrtnung der Veroffuntllchung, sowait erferdsrllcii u nter Angabe dsr in SaSracht icornnranrjen Telle 


Belr. Anspruch Nr. 


Y 
X 


■ CERA C ET AL: "WATER-SOLUBLE 

POLYSACCHARIDE ANTHRACYCL1NE CONJUGATES 

BIOLOGICAL ACTIVITY" 

ANTI-CANCER DRUG DESIGN, 

Bd. 7, Nr. 2, 1992, Selten 143-151, 

XP000791063 

ISSN: 0266-9535 

Seite 148; Tabelle III 

Seite 145 


1-44 

1,2, 
14-20, 
34-44 . 


E 


WO 02 090390 A (PRESTWICH GLENN D ;UNIV 
UTAH RES FOUND (US); LU ZHENG-R0NG (US); 
L) 14. November 2002 (2002-11-14) 
Beispiel 1 . 


1,2, 

14-20, 

34-44 


X ; P 
Y,P 


WO 02 02146 A (DUNCAN RUTH ; GERMAN LISA 
(GB); SHAUNAK SUNIL (SB); ML LAB PLC (GB)) 
10. Januar 2002 (2002-01-10) 
Beispiele 


1-12, 
16-20 

3-13, 
21-33, 
36-38 


X 
Y 


W0 00 78355 A (DUNCAN RUTH ; GERMAN LISA 
(GB); ML LAB (GB); HRECZUK HIRST DALE (GB) 
28. Dezember 2000 (2000-12-28) 
Beispiele 1-4 


1,2, 

14-20, . 
34-44 
3-12, 
21-31 


X 

y 


US 6 Oil 008 A (POLACHECK ITZHACK ET AL) 
A. Ganuar 2000 (2000-01-04) 

Beispiel 1 

Abbi Idling 1 


1,2, 

14-20, 

34-44 

3-12, 

21-31 


X 
Y 


WO 98 56424 A (CASSIDY JAMES ; DUNCAN RUTH 
(GB); GERMAN LISA (GB); HIRST DALE (GB)) 
17. Dezember 1998 (1998-12-17) 
Beispiele 


1,2, 

14-20, 

34-44 

3-12, 

21-31 


X 
Y 


WO 94 07536 A (UNIV KEELE ;AL SHAMKHANI 
AYMEN (GB); DUNCAN RUTH (IT)) 
14. April 1994 (1994-04-14) 
Beispiele 2-4 

-/— 


1,2, 

14-20, 

34-44 

3-12, 

21-31 



(Forfsalzung von BIatt2) (Jut 1992) 



Seite 2 von 3 



Internationales AktenzefcJwnPCT/EP 02 £6764 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspruche Nr.: 1-2, 13-20, 32-36, 39 und 42 teilwelse 



Die geltenden Patentanspruche 1-2, 13-20, 32-36, 39 und 42 beziehen sich. 
auf elne unverhaltni smaBig groBe Zahl moglicher Verbindungen , sowie auf 
Verfahren zu deren Herstellung, und auf deren Verwendung, von denen sich 
nur e1n kleiner Anteil im Sinne von Art. 6 PCT auf die Beschreibung 
stiitzen und/oder als im Sinne von Art. 5 PCT in der Patentanmel dung 
offenbart gel ten kann . im vorliegenden Fall fehlt den PatentansprQchen 
die entsprechende StCitze und fehlt der Patentanmel dung die notige 
Offenbarung in einem solchen MaSe, daS elne sinnvolle Recherche Uber den 
gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich erscheint. Daher wurde die 
Recherche auf die Telle der Patentanspriiche gerichtet, welche im o.a. 
Sinne als gestutzt und offenbart erscheinen, ■ namlich die Telle betreffend 
die Verbindungen, die in den Ausfuhrungsbeispielen angegeben sind. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
PatentansprQchen, auf Erfindungen, fiir die kein internatlonaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer 
International en vorlauflgen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlauflgen PKifung 
beauftragte Behorde wird das EPA also 1n der Regel kelne vorlauflge 
PrCifung fur Gegenstande durchfiihren, zu denen kelne Recherche vorllegt. 
Dies gilt auch ftir den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gem'aB Kapitel II 
PCT neue PatentansprCiche vorlegt. 
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Die internationals Recherchenbehorde hat festgestem, dafi diese 
international Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
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1. AnsprQche: 1-12, 16-31 teilweise, und 13, 32-33, 36-38 

Konjugat von Hydroxy-Athyl -Starke und Amphotericin B 

2. AnsprDche: 1-12, 16-31 teilweis'e, -und 14-15 34-35 , 39-44 

Konjugat von Hydroxy-fithyl -Starke und Daunorubicin oder 
Doxorubicin 
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